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摘要: 以细菌攻毒的真鲷鳃组织为材料, 分离出 mRNA, 合成双链后, 回收 500~ 4 000 bp cDNA 片段, 构建了
ZAP表达型 cDNA 文库。初级文库的容量为1. 75 105个重组子 ,扩增文库的滴度达到 1 109 pfu mL- 1, 随机
挑选噬菌斑的插入片断在 500~ 2000 bp之间。以 hepcidin 特异性引物做 PCR扩增文库, 获得了 hepcidin 抗菌肽
基因 cDNA 序列,证明所建立的文库可用于免疫相关基因的筛选。本文库可作为筛选真鲷免疫相关基因的重
要资源。
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Abstract: With the layers of mucus and nonspecific immune defenses, the fish gill is exposed to the external environment and forms
the initial barrier to invasion by pathogens. A s one of the muco sa asso ciated lymphoid tissues in teleo st fishes, g ill contains
populations of leucocytes. In order to probe the immune related genes in red seabream ( Pagrus maj or ) , the cDNA library of gills was
constructed from the red seabream inoculated with several species of pathogenic bacteria. The total RNA was extracted by TRIZOL
and mRNA was isolated by biotin oligo ( dT ) . Then, cDNA was synthesized from 5 g mRNA. Through running gel electrophoresis
of double strand cDNA, the fragments of 500- 4000 bp were harvested, concentrated, ligated with ZAP vector and packaged in
vitro . The primary cDNA library contained 1. 75 105 recombinants. The titer of amplified library was tested up to 1 109 pfu 
mL- 1, and the insert size of random picked phagemid was between 500- 2000 bp. PCR with specific primers of hepcidin was
performed to cloning of the homo logous genes from cDNA library and a fragment of hepcidin cDNA sequence was amplified. The
identity was above 85% in comparison with the hepcidin cDNA isolated from the liver of also red seabream. Therefore, the
construction of cDNA library pro vides the basis for screening immune related genes from red seabream.
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hepcidin基因( GenBank AY669383、AY557619) [ 5] ,
实验中利用 hepcidin 基因的特异性引物, 对构建
的 cDNA 文库进行扩增, 验证了文库的有效性。
1 材料与方法
1. 1 材料
动物组织的采集 真鲷幼鱼(体重 10~ 20
g)购自厦门市同安区养殖鱼排,在实验室暂养 3 d
后,选择活力旺盛的幼鱼用浓度为 1 ~ 108 pfu 
mL
- 1
细 菌 混 合 物: 包 括 金 色 葡 萄 球 菌
( Staphylococcus aureus )、大 肠杆 菌 ( Escherichia
coli )、副溶血弧菌( Vibrio parahaemeolyticus )和溶壁
微球菌(Micrococcus lysodeikticus)浸泡感染; 感染后
的幼鱼饲养 24 h后取鳃组织样品,立即放入液氮
中速冻,之后存于- 80 ! 保存。
主要试剂 TRIZOL 试剂盒购自 Invitrogen
公司; PolyATract mRNA Isolation systems 购自
Promega 公 司; Qiaquick gel Extraction Kit 为
QIAGEN产品; cDNA、ZAP cDNA 合成试剂盒和




总RNA提取和 Poly ( A) mRNA 分离 取
真鲷幼鱼的鳃组织 1. 5 g, 放于液氮中研磨成粉
末,加入 15 mL Trizol溶液, 按照试剂盒操作说明
提取总 RNA;取少量提取液进行琼脂糖凝胶电泳
检测 RNA的质量,紫外检测 RNA的纯度及浓度。




取5 g mRNA 溶于 25 L DEPC 处理水中, 按照
试剂盒说明书操作步骤完成一链和二链的合成反
应。在第二链反应物中依次加入 dNTP 混合物和
高保真 DNA 聚合酶, 72 ! 孵育 30 min, 以补平
cDNA末端。反应后用酚/氯仿/异戊醇( 25#24#1)
抽提 cDNA, 转移上层水相, 加入 1/ 10 体积的 3
mol L - 1乙酸钠( pH 5. 2) , 二倍体积的无水乙醇,
- 20 ! 沉淀过夜。
EcoRI adaptor的连接及末端的磷酸化反应
用9 L EcoRI adaptor溶液重悬 cDNA 沉淀,加入
连接酶缓冲液, 三磷酸腺苷(  ATP)和 T4 DNA
连接酶, 8 ! 孵育过夜进行连接反应; 酶灭活后,
加入 T4多核苷酸激酶等组分, 将接头末端磷酸
化。
Xho I酶消化和 cDNA 的纯化回收 在前
步反应液中加入 Xho I酶切反应缓冲液和 Xho I内
切酶( 40 U L - 1) , 37 ! 孵育 1. 5 h 进行酶切反
应。之后加入无水乙醇, - 20 ! 沉淀过夜。4 !
下 14 000 g 离心 1 h收集沉淀,溶解于 14 L 1
STE缓冲液中。经过 1% 琼脂糖凝胶电泳后, 切
下含 500~ 4 000 bp cDNA 片段的凝胶, 按照凝胶
回收试剂盒操作步骤回收双链 cDNA, 洗脱出的
cDNA溶液加入 1/ 10 体积的 3 mol L - 1乙酸钠
( pH 5. 2) , 2倍体积预冷的无水乙醇, - 20 ! 沉淀
过夜后,溶解于 8 L 无菌水。取 1 L 用于定量
电泳,以 30、60、100 ng L- 1的 DNA 作定量标
准。
cDNA片段的连接和体外包装 取纯化回
收的 cDNA(约 100 ng)与ZAP Express vector( 1 g)
12 ! 连接过夜。次日取连接反应液 3 L, 加入到
Gigapack ∀ Go ld Extract中进行体外包装, 具体操
作按说明书进行( Stratagene公司)。
cDNA文库的鉴定及扩增 ( 1) cDNA 初
级文库容量的测定: 取 1 L 包装好的反应液加入
到200 L 经过MgSO4 处理的对数生长期的 XL1
Blue MRF∃宿主细胞中, 37 ! 吸附 15 min后,加入
3 mL NZY顶层琼脂, 15 L 0. 5 mol L - 1 IPTG, 50
L 25%( m/ V)X gal,混匀后铺到 NZY 琼脂平板,
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37 ! 倒置培养过夜,第二天计算平板上的清亮噬
菌斑。( 2) cDNA文库的扩增和滴度的测定:文库
容量测定后,按照每个平板 5 104 pfu, 将噬菌体
cDNA 包装反应物铺 NZY 琼脂平板扩增; 收集
SM缓冲液洗脱的噬菌体, 加 5% ( V/ V)氯仿离
心,收集上清。加入 7% ( V/V) DMSO 于- 80 !
保存。取扩增文库 10 L, 按梯度稀释后铺 NZY
琼脂平板, 以测定扩增后文库的滴度。( 3) cDNA
文库插入片断的随机测定:在测定初级文库容量
的平板上, 随机挑取 7 个白色清亮噬菌斑, 在
ExAssist辅助噬菌体和 MgSO4处理的对数生长期
的XL1- Blue MRF∃ 宿主细胞存在下体内切割噬
菌体,获得单个重组噬菌粒( phagemid)。以此为
模板, 用 T7 和 T3引物进行 PCR扩增, 反应循环
为94 ! 变性 5 min; 94 ! 40 s、55 ! 60 s、72 ! 2
min, 30个循环; 72 ! 延伸 10 min。PCR反应产物
于1%( m/ V)琼脂糖凝胶进行电泳检测。










以2 L 各梯度稀释文库为模板, 以 S1( 5∃ CGA
AGC AGT CAA ACC CTC CTA AGA TG 3∃ )和A1
(5∃ GAA CCT GCA GCA GAC ACC ACA TCC G
3∃ )为引物, 做 PCR扩增。反应循环为 94 ! 变性
5 min; 94 ! 30 s、57 ! 30 s、72 ! 1 min, 30个循
环; 72 ! 延伸 5 min。PCR反应产物于 1. 5% ( m/
V)琼脂糖凝胶进行电泳检测。切取特异性扩增
条带,连接入 pMD18- T 载体后送 Invitrogen 公司
测序。
2 结果与分析
2. 1 总 RNA提取和 Poly( A) mRNA分离
取3 L 总 RNA 提取液进行 1%琼脂糖凝胶
电泳(图 1) ,从阴极到阳极依次呈现 3条带,分别
为28S、18S和 5S rRNA,这证明提取的总 RNA完
整。同时利用紫外分光光度计测定总RNA 在260
nm 和 280 nm 的 OD值(表 1) ,证明 RNA纯度也
符合建库要求。
表 1 紫外分光光度计测定 RNA的纯度和浓度值









RNA 50 32. 2 2. 00 1. 61 mg
mRNA 2. 25 3. 4 2. 12 7. 65 g
2. 2 消化后的双链 DNA
1%琼脂糖凝胶电泳 ( 图 2) 显示, 合成的
cDNA大小主要集中在 1~ 2 kb,长度分布范围至
6 000 bp; 由于酶切后产生的小片断核酸较多, 因
此在小于 100 bp 处也出现明显的亮块。经过选
择长度切胶回收, 可以除去较小片断及较大片断
的核酸,使之后的连接反应效率得到保证。
图 1 真鲷鳃组织总 RNA 的 1%琼脂糖凝胶电泳
Fig. 1 1% Gel electrophoresis of total RNA
from gills of the red seabream
图2 双链 DNA的 1%琼脂糖凝胶电泳
Fig . 2 1% Gel electrophoresis of cDNA
1: cDNA; 2: DL15000 Marker; 3: DL2000 Marker
2. 3 文库滴度和容量的测定
1 L 初级文库产生 350个噬菌斑, 1个蓝斑,
文库滴度为: 350 1000 = 3. 5 105pfu mL- 1;文
库容量为: 3. 5 105 0. 5 = 1. 75 105;重组率






用T3和 T7引物 PCR 扩增从初级文库随机
挑选的7个重组噬菌粒, 1%琼脂糖凝胶电泳得到
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大小 500~ 2 000 bp的单一明亮条带(图 3)。
2. 5 Hepcidin基因的扩增及序列分析
从梯度稀释的扩增文库中都扩增到了单一条
带(图 4)。经过测序,证明为 287 bp的 hepcidin片
断,编码 88个氨基酸,分析可知该序列由信号肽、
前域和成熟肽三部分组成 (图 5)。经 NCBI
( http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov) BLAST 在线软件
分析, 此次获得的 cDNA 序列与本实验室报道的
从真鲷[ 5]和花鲈( Lateolabrax japonicus ) [ 6] 中分离
到的 hepcidin序列具有较高的一致度。将推导出
的氨基酸序列与部分已知鱼类的 hepcidin 氨基酸





图 3 用 T3 和 T7 引物扩增随机
挑选的噬菌斑的 PCR产物电泳
Fig . 3 Gel electrophoresis of PCR products from
seven random picked recombinant phagemids
1- 3, 5- 7: PCR product of phagemid; 4: DL2000 Marker
图4 文库扩增 hepcidin 电泳图
Fig. 4 Gel electrophoresis of
PCR products from cDNA library
1: DL2000 Marker; 2- 5: PCR product of 100,
10- 1, 10- 2 and 10- 3 dilut ions of the cDNA library
图 5 Hepcidin序列分析( Genbank accession number 为 AY574220)
Fig. 5 Sequence analy sis of hepcidin from gills∃ cDNA library
图中大写字母代表编码区;阴影部分标出氨基酸序列;星号显示起始密码子;横箭头标出引物位置;竖箭头标出预测的信号肽切割位点
Coding sequence is indicated in upper case letters and a deduced amino acid sequence is shown by shadow below the nucleotide sequence. The start
codon is marked by % & ∋ . Primer binding sites are shown w ith horiz ontal arrow s ( 5∃ to 3∃ ) . The predicted position of cleavage site for signal pept ide
i s shown by vertical arrow
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3 讨论
作为构建 cDNA 文库的起始材料, 分离到
mRNA的质量对于文库构建至关重要。在本次实
验中采用两步法, 先分离得到鳃组织总 RNA, 然
后应用生物素化 Oligo ( dT)进一步纯化 mRNA,既
保证了 mRNA 的产量,也保证了质量, 从而为成
功构建 cDNA 文库做好准备。另外, 本次实验采
用琼脂糖凝胶回收的方法对合成的双链 cDNA进
行了长度选择, 同时去除了酶切后的衔接头片断,











chrysops ) ( M. saxatilis ) [ 9]和真鲷[ 10]的研究中就
曾发现 hepcidin抗菌肽基因在细菌感染后表达量
增加,而在本实验中应用 hepcidin基因的特异引






图 6 Hepcidin 氨基酸序列与其它已知部分鱼类 hepcidin 氨基酸序列的比对
Fig . 6 Alignment of amino acid sequences of hepcidin from gills∃ cDNA library with other known fish hepcidins
% * ∋标出具有完全一致的氨基酸位置; % :∋和% .∋标出具有相似性质的氨基酸的位置
(* ∃ Indicates positions which have a single, fully conserved residue; ( : ∃ and ( . ∃ indicates similar amino acid residues; SwissProt or GenBank
accession numbers are: AAS66305 for red seabream liver ( Pm_L) , AAU10849 for red seabream gill ( Pm_G1) , AAR28076 for red seabream Spleen
( Pm_S) , AAS79104 for red seabream gills∃ cDNA library ( Pm_G2) , P82951 for white bass, AM113708 for turbot , AAT09138 for Japan sea bass ( Lj_
Hepc2) , AW013026 for mud sucker, AW783824 for winter flounder, AU178966 for medaka, AY363454 for z ebraf ish, and BI468191 for Atlantic
salmon
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